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Summary 
 
Genome editing technology by the CRISPR/Cas9, which was developed in 2012, is applicable in a 
variety of species. In birds, because the techniques of gene transfer and gene disruption has not been 
established, CRISPR/Cas9 method using adeno-associated virus (AAV) vector is the ideal combination as 
genome editing in vivo. However, in the use of AAV vectors, there is a problem to be solved that there is a 
limit on the size of the gene can be introduced. Therefore, it is important to minimize as much as possible 
the size of the gene. One strategy is to change the Cas9 gene into smaller ones, the other one is to 
minimize the promoter sequence. In this study, for the purpose of minimization of the promoter sequence 
to be introduced, the activities of the promoters to be general-purpose in mammals were verified in avian 
cells. CMV, CAG, and miCMV promoter shorten the CMV are all had sufficient activity in avian cells. 
 
はじめに 
 動物細胞に外部から遺伝子を導入し、特定
の遺伝子を一過性に発現させる手法は、種々
の動物で行われている方法である。その際に
使用される遺伝子には、主として哺乳類細胞
で強い活性を有するプロモーター配列が付加
される。プロモーター配列は、ウイルスが有
するプロモーターやエンハンサーが利用され
る場合が多いが、これらが哺乳類以外の細胞
でも同様の機能を有するか否かは，必ずしも
検証されてはいない。 
 2012 年に開発された CRISPR/Cas9 法による
ゲノム編集技術は、様々な生物種で利用可能
である[1]。ガイド RNA と Cas9 タンパク質を
細胞内に導入することで、特定の遺伝子を破
壊できるだけでなく、マイクロ相同組換えに
よる高効率の遺伝子挿入も可能となる。一般
的には、ガイド RNA を発現するベクターDNA
と Cas9 タンパク質を発現するベクターDNA
を同時に導入することにより、ゲノム編集が
行われている。 
 培養細胞に外部からベクターDNAを導入す
る場合は、市販の遺伝子導入試薬を利用する
ことで、高効率に遺伝子を導入することがで
きる。しかしながら、in vivo で導入する場合
は、遺伝子導入試薬を用いても効率良く導入
することは困難である。そのため、ウイルス
ベクターを用いた遺伝子導入法が開発されて
いる。 
 鳥類では、レトロウイルスベクターを用い
た遺伝子導入法が利用されているが、安全性
等の問題から、広く普及するまでには至って
いない。近年、哺乳類においてアデノ随伴ウ
イルス（AAV）をベクターとして利用する方
法の開発が進んでいる。その安全性の高さか
ら、ヒトの遺伝子治療用のベクターとしても
期待されている。鳥類においても、鳥類アデ
ノ随伴ウイルス（A3V）をベクターとして利
用する技術が報告されている[2]。 
 アデノ随伴ウイルスベクターを利用した
CRISPR /Cas9 法は、in vivo でのゲノム編集と
しては理想的な組合せであるが、1 つ大きな課
題がある。アデノ随伴ウイルスには、導入で
きる遺伝子の大きさに上限があり、4.7kb を超
えると導入効率が顕著に低下することである。
一般的にCRISPR /Cas9法で使用される遺伝子
はこの上限を超えており、何らかの工夫が必
要となる。1 つの方法が、より小さな Cas9 遺
伝子を使用することであり、すでに 2 つの遺
伝子の利用が報告されている[3,4]、もう 1 つ
の方法が、使用するプロモーター配列の最小
化である[5]。 
 そこで本研究では、プロモーター配列の最
小化を目的とし、哺乳類細胞で汎用されるい
くつかのプロモーター配列について、鳥類細
胞での一過性発現における活性を検討した。  
 
材料と方法 
ニワトリ胚線維芽細胞（chicken embryonic 
fibroblast, CEF）の調製と培養 
 ニワトリ種卵（白色コーニッシュ×白色プ
リマス・ロック）は、福田種鶏場より入手し 
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た。37℃で 9 日間孵卵後、胚を取り出し、頭
部と足を取り除いた。10 個体分を TrypLE 
Express（Gibco）と Collagenase/ Dispase（Roche）
の混液 50 mL に浸け、撹拌しながら 37℃で 2
時間消化した[6]。70 µm ナイロンメッシュの
セルストレーナー（BD Falcon）で未消化の塊
を除き、1,000rpm で 5 分間遠心して細胞を回
収した。 
 細胞は、ダルベッコによる改変培地（DMEM, 
Sigma）に非働化したウシ胎児血清（FBS, 
Hyclone）10%および抗生物質（最終濃度：50 
units/mL ペニシリン，50 µg/mL ストレプトマ
イシン，Nacalai Tesque）を添加したものを用
い、37℃、5%CO2 下で培養した。また、培養
にはブタ腱由来タイプⅠコラーゲンでコート
されたプラスチックディッシュ（AGC Techno 
Glass）を使用した。 
ニワトリ雄肝がん細胞株（Leghorn Male 
Hepatoma, LMH）の培養 
 LMH は、財団法人ヒューマンサイエンス振
興財団より入手した。細胞は、ウェイマス MB 
752/1 培地（Waymouth’s medium, Life 
Technologies）に非働化したウシ胎児血清（FBS, 
Hyclone）10%および抗生物質（最終濃度：50 
units/mL ペニシリン、50 µg/mL ストレプトマ
イシン、Nacalai Tesque）を添加したものを用 
い、37℃、5%CO2下で培養した。また、培養
にはブタ腱由来タイプⅠコラーゲンでコート
されたプラスチックディッシュ（AGC Techno 
Glass）を使用した。 
プラスミド DNA の調製 
 ルシフェラーゼレポーターベクター
pGL4.10[luc2]および pGL4.74[hRluc/TK]は、
Promega より入手した。CMV プロモーター、
miCMV プロモーター、CAG プロモーター、
及び SVL プロモーターは、それぞれ
pA3V-GFP4d、pA3V-GFP5d、pEBMulti-Neo 
（Wako）、及び pSVL（Promega）より制限酵 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
素により切り出し、pGL4.10[luc2]に導入した
（図１）。プラスミド DNA は、NucleoBond Xtra 
Midi（MACHEREY-NAGEL）を用いて精製し
た。 
細胞への遺伝子導入とタンパク質の回収 
 細胞は、遺伝子導入の前日にコラーゲンコ 
ート 6 穴プレート（AGC Techno Glass）に継代 
し、遺伝子導入時に表面を 70％程度覆うよう 
に調製した。遺伝子の導入には、遺伝子導入
試薬（HilyMax, Dojindo）を使用した。1 穴あ
たり使用するプラスミド DNA 量は 4 µg、
HilyMax は 12 µL とした。プラスミド DNA は、
プロモーター解析用ベクターと内部標準用ベ
クターpGL4.74[hRluc /TK]がモル比で 10:1 と
なるように混合した。 
 遺伝子導入した後、32.5 時間培養を行った。
培地を取り除いた後、PBS で洗浄し、1 穴あた
り細胞溶解液（Passive Lysis Buffer, Promega）
を 500 µL 添加し、細胞を溶解した。セルリフ
ターで細胞をはがして回収した後、−80℃で凍
結、融解を行った。14,000rpmで 5分間遠心し、
上清をタンパク質溶液として回収した。 
 実験は各 3 回行った。 
ルシフェラーゼアッセイとタンパク質定量 
 ルシフェラーゼアッセイには、
Dual-Luciferase Reporter Assay System（Promega）
を使用し、Sirius Luminometer（Berthord）によ
り測定した。タンパク質溶液は 10 分の 1 希釈
したものを 5 µL もしくは 2.5 µL 使用し、発色
基質は各 25 µL とした。測定は各サンプルと
も 3 回行った。 
 タンパク質定量には、Protein Assay（BioRad）
を使用し、MultiSkan Ascent（Thermo Scientific）
により測定した。標準タンパク質にはγ−グロ
ブリンを使用した。 
 ルシフェラーゼ活性の定量値（RLU）は、3
回の測定値を平均し、総タンパク質量あたり
の比活性（RLU/µg）とした。ルシフェラーゼ 
図１ 使用したプラスミドベクターのプロモーター構造 
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活性比率（Luc/ Rluc）は、測定ごとの比率を
算出し、3 回の比率を平均し、プロモーターな
しの値の相対値とした。 
 
結果 
 CEF では、SVL プロモーターはプロモータ
ーなしの約 140 倍のルシフェラーゼ活性（Luc）
が認められたものの、CMV プロモーター、 
miCMVプロモーター、CAGプロモーターは、 
それぞれさらにその約 20 倍、約 27 倍、約 26
倍の活性が確認された（図 2A）。一方、内部
標準として使用したウミシイタケルシフェラ
ーゼ活性（Rluc）は、SVL プロモーターと共
発現させた場合、プロモーターなしとの共発 
現と比較すると約 0.7 倍、CMV プロモーター、 
 
 
miCMV プロモーター、CAG プロモーターで
は、それぞれ 0.05 倍、0.14 倍、0.05 倍となっ
た（図 2B）。これらにより標準化されたプロ
モーター活性は、CMV プロモーター、miCMV
プロモーター、CAG プロモーターで、それぞ
れ SVL プロモーターの約 300 倍、約 130 倍、
約 350 倍となった（図 2C）。 
 LMH では、SVL プロモーターはプロモータ
ーなしの約110倍のルシフェラーゼ活性（Luc）
が認められたものの、CMV プロモーター、
miCMVプロモーター、CAGプロモーターは、
それぞれさらにその約 13 倍、約 18 倍、約 21
倍の活性が確認された（図 3A）。ウミシイタ
ケルシフェラーゼ活性（Rluc）は、SVL プロ
モーターと共発現させた場合、プロモーター
図２ ニワトリ胚線維芽細胞（CEF）における 
プロモーター活性 
図３ ニワトリ雄肝がん細胞株（LMH）における 
プロモーター活性 
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なしとの共発現と比較すると約 0.6 倍、CMV
プロモーター、miCMV プロモーター、CAG
プロモーターでは、それぞれ 0.01 倍、0.02 倍、
0.02 倍となった（図 3B）。これらにより標準
化されたプロモーター活性は、CMV プロモー
ター、miCMV プロモーター、CAG プロモー
ターで、それぞれ SVL プロモーターの約 520
倍、約 510 倍、約 590 倍となった（図 3C）。 
 
考察 
 哺乳類細胞において強い活性をもつプロモ
ーターCMV および CAG は、鳥類細胞におい
ても十分に強い活性が確認された。それに対
して、SVL では強い活性は認められなかった。
哺乳類細胞では、CAG は CMV よりも強い活
性もつプロモーターとして知られるが[7]、鳥
類細胞では顕著な違いは認められなかった。
miCMV は、CMV プロモーターのエンハンサ
ー部分をほとんど欠損させたものであるが、
LMH においては、CMV や CAG と遜色のない
活性を示していた。CEF では、標準化前の測
定値でほぼ同様の結果を示したものの、標準
化後の活性では半分程度になっていた。 
 また、内部標準に使用したウミシイタケル
シフェラーゼ遺伝子用の HSV-TK プロモータ
ーでは、予想外に大きな活性の変動が認めら
れた。この変動は CEF よりも LMH で顕著で
あった。本来、遺伝子導入効率の補正のため
に使用される内部標準ベクターであるが、今
回測定された結果がそれを反映してるとは考
えがたい。むしろ、細胞内に存在する転写因
子の種類や量、共発現させたプロモーターの
活性に大きく影響を受けて変動していると考
えるのが妥当である。 
 HSV-TK プロモーターは、やや不完全な
TATA ボックスと 1 つの CCAAT ボックス、8
つの GC ボックスをもっており、転写因子 Sp1
により強く発現が誘導されることが確認され
ている[8,9]。CMV プロモーターは、TATA ボ
ックス、5 つの NF-κB 配列、4 つの CREB 配
列と、多数の GC ボックスをもつことが確認
されている[10]。このことから、これらの間で
は Sp1 タンパク質に対する競合が起こること
が予想される。CMV エンハンサーを構成要素
としてもつ CAG プロモーターにおいても同
様の状況が推測される。これに対して、
miCMV では、GC ボックスを多数含む CMV
エンハンサーが大幅に欠損しており、競合が
起こりにくくなっているものと考えられる。
SVL プロモ−ターは、複数の GC ボックスをも
っているものの LSF（late SV40 factor）タンパ
ク質により転写が活性化されると考えられて
いる[11]。TATA ボックスも不完全なため、高
い転写活性には Large T 抗原が必要となる[12]。
SVL プロモーターが低い活性しか示さなかっ
たのは、鳥類細胞にはこれらの転写因子が欠
けているためと推測される。 
 鳥類細胞におけるプロモーター活性は、
2010 年にニワトリ線維芽細胞株 DF-1 を使用
して検討されている[13]。彼らは、一過性の発
現ではなく、安定形質転換株を樹立した後に
比較検討しているが、mRNA レベル（リアル
タイム PCR による定量）では、CMV と CAG
のプロモーター活性には統計的有意差はなく、
タンパク質レベル（緑色蛍光タンパク質によ
る平均蛍光強度）で、CAG が CMV の 1.6 倍
となり有意差ありとなっている。一般に、外
来遺伝子がゲノムに組み込まれた場合には、
その発現量は組み込まれた位置による影響を
大きく受ける。また、導入遺伝子の発現が次
第に抑制される現象も知られている。彼らは、
導入遺伝子の前後にインスレーター配列を付
加することで、これを抑制することが可能で
あることも示している。 
 アデノ随伴ウイルスベクターにおけるプロ
モーター活性については、哺乳類でいくつか
検討されている。哺乳類細胞で使用され、十
分な活性が確認されている最小化プロモータ
ーは、本研究で検討した miCMV プロモータ
ーとほぼ同じ領域からなっており、TATA ボッ
クスと CREB 配列、2 つの NF-κB 配列と GC
ボックスを含んでいる[5]。また、マウスの肝
臓における長期発現では、タンパク質レベル
で CAG は CMV の 137 倍の発現量を示してい
る[14]。4種のヒトの細胞株を用いた検討では、
6 つの構成的プロモーター（ヒトβアクチン、
ヒト EF1α、CAG、CMV、SV40E、HSV-TK）
を比較して、いずれの細胞でもタンパク質レ
ベルでCMVが最も強い活性を示している[15]。 
 本研究において、哺乳類細胞で汎用される 2
つのプロモーター（CMV、CAG）および最小
化プロモーターmiCMV は、鳥類細胞での一過
性発現でも十分な活性を有することが判明し
た。 
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